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摘  要  戊型肝炎病毒衣壳蛋白内包含一个强H-2d 限制性Th表位 P34。以该表位肽免疫 BALBPc鼠,其脾细胞能够在体外识
别重组戊型肝炎病毒衣壳蛋白,剔除实验表明应答细胞几乎完全是 CD4+ T细胞,证明 P34 表位肽能有效诱导产生特异性 Th
细胞。以 P34 肽初免小鼠,再以包含该表位的重组戊型肝炎病毒抗原( E2)免疫, 结果表明, 10Lg、20Lg E2免疫组在免疫后第 1
周即有部分小鼠产生抗体,到第 3 周所有小鼠均能够产生抗体; 而对照肽 P18 初免的小鼠,以 20Lg E2 加强免疫亦无法诱导小
鼠产生抗体。这表明,Th 表位肽 P34初免诱导产生的Th 细胞能够有效促进小鼠对携带该表位的载体蛋白的体液免疫应答。
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Abstract  A dominant H-2d restricted Th epitope P34 was found to be contained in recombinant particulate hepatitis E virus
(HEV) vaccineHEV 2391 In this paper, the cellular immune response induced in P34 immunized BALBPc mice were studied
and the priming effect of P34 was characterized. Groups of BALBPc mice were subcutaneously ( s. c. ) immunized with P34,
splenocytes were then stimulated with P34 and HEV 239 protein, cellular immune response was assayed by IFN-C-ELISPOT, flow
cytometry and T cell proliferation experiments. Results showed that P34 immunized BALBPc splenocytes responsed to P34 and
HEV 239 protein st imulation in IFN-C-ELISPOT, flow cytometry and T cell proliferation experiments. After depletion of the
CD4+ T cells from the immunized splenocytes by magnetic separation, the response decreased to the background level while
almost no influence was observed after CD8+ T cells depletion which showed that the cells responsible for IFN-Csecretion were
mainly CD4+ T cells. Then mice were primed with P34 and boosted with its vector protein, E2, the E2 specific antibody titer
were assayed. Results showed that after P34 priming, some of the 10Lg, 20Lg E2 boosted mice could develop ant-i E2 ant ibody
1 week later and all the mice had detectable ant ibody 3 weeks after boosting. In the control peptide P18 priming group, even
after boosting with 20Lg E2, ant-i E2 antibody couldn. t be detected until the end of this experiment. The results showed that
priming with P34 epitope could increase the immunogenicity of its vector protein, E2, in BALBPc mice.
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  戊型肝炎病毒(HEV)引发戊型肝炎, 含 3 个开
放读码框架( ORF) , 其中 PORF2编码含 660 个氨基
酸的多肽,组成病毒衣壳。本室以大肠杆菌表达戊
型肝炎病毒 PORF2 的 aa368-606片段, 获得的颗粒








原性, 然而 E2 的免疫原性比 HEV 239 低 200
倍






细胞(Th)表位肽 P34( HEV ORF2 aa 533-547)
[ 8]
。本







无特殊病原体( SPF)级 BALBPc小鼠, 雌性, 6~ 8
周龄,由本校实验动物中心提供。
112  蛋白及多肽合成
合成 P34 肽 ( HSKTFFVLPLRGKLS) 和 P18 肽
(PTPSP APSRPFSVLR) , 70%纯度 (西安美联公司) ,







Sigma公司)混合, 制备成 1mgPmL 浓度的疫苗( P34-






取免疫后小鼠脾脏, 2mL 注射器研磨, 200 目筛
网过滤, DMEM( Invitrogen公司)洗涤后离心, 3mL 红
细胞裂解液室温处理 3min, 加入 50mL PBS, 离心,
PBS洗涤后将脾细胞重悬于 10% 1640,细胞浓度调
整为 1 @ 107PmL。
115  IFN-C-ELISPOT检测
按照试剂盒( BDTM ELISPOT SET)说明书进行。
简言之: ( 1)以抗-鼠 IFN-C抗体 100LLP孔( 5LgPmL)包
被 ELISPOT 96孔板。( 2) 4 e 孵育 12h后, 各孔以含
10% FBS的 1640培养液室温封闭2h。( 3)每孔接种
小鼠脾细胞 1 @ 106 个P200LL, 刺激抗原分别采用
10LgPmL HEV 239蛋白, 10LgPmL BSA或 10LgPmL 单
独肽,每个样品作 3个复孔。阳性或阴性对照孔则
分别加入 2LgPmL ConA或单纯培养液。37 e 静置培
养 24h。( 4)各孔洗涤后加入生物素化抗鼠 IFN-C抗
体, 100LLP孔( 215LgPmL) , 室温反应 2h。( 5)各孔洗
涤后加入链霉亲合素-HRP, 100LLP孔( 5LgPmL) ,室温
反应 2h。( 6)洗涤后加入HRP 底物 AEC,避光显色,
以水冲洗终止晾干。 ( 7) 以 ImmunoSpot ( Cellular
Technolgy Ltd.公司)进行计数和数据处理。以斑点
数P106 脾细胞( SpotsP106 spleen cells)为单位,阴性孔
< 10 SpotsP106 脾细胞,实验孔大于 2倍阴性孔斑点
数者为阳性。




小鼠脾细胞, 洗涤后重悬于 90LL staining buffer 中,






细胞的小鼠脾细胞, 重悬, 计数, 调整细胞浓度为 1
@ 107PmL,以流式细胞仪( Coulter Epics XL)检测相应
的剔除效率。
117  流式细胞仪检测细胞内 IFN-C的分泌及 T细
胞表型
以10LgPmL P34, 2LgPmL ConA或10LgPmL P18于
24孔板内刺激免疫后的鼠脾细胞, 每孔 5 @ 106 个细
胞, 37 e 静置培养 1h后加入 10LgPmL BFA( Sigma) ,
37 e 16h后,计数。以 staining buffer洗涤细胞 2 次,
3LL ant-i CD8-PE( Beckman Coulter)P100LLP106 细胞染
色 15min, Cytof ixPCytopermTM通透 20min后,以 1125LL
ant-i CD3-PC5 和 215LL ant-i IFN-C-Alexa Fluor 488 染
色 30min, 流式细胞仪检测。CytofixPCytopermTM、ant-i
CD3-PC5 和 ant-i IFN-C-Alexa Fluor 488 均购自 BD
Parmingen。
118  MTT法检测抗原特异性 T细胞的增殖
以 10LgPmL HEV 239, 10LgPmL P34, 2LgPmL
ConA或 10LgPmL P18 于 96孔板内刺激免疫后的鼠
脾细胞, 每孔 5 @ 105 个细胞P100LL 培养液, 37 e 静
置培养 48h、72h。每孔加入 15LL 5mgPmL MTT
( Sigma) , 37 e 4h后加入 100LL 0101moLPL HC-l 10%
SDS。酶标仪检测 550nm OD值。每样品重复 5孔。
119  血清抗-HEV抗体检测







211  P34免疫 BALBPc鼠诱导的细胞免疫应答
以 100Lg P34 肽皮下免疫 BALBPc 鼠, IFN-C-
ELISPOT 实验检测其对HEV 239蛋白、P34肽的反应
性。结果(图1)表明经 P34-CFA 免疫可激活 P34肽












P34或 HEV 239 蛋白刺激及 P34-CFA 免疫小鼠对
P18肽均无反应。以 P34-CFA 免疫小鼠, 无可检测
的 IL-5产生(结果未显示) , 说明激活的主要为 Th1
细胞。
图 1 IFN-C-ELISPOT分析 P34 肽诱导的细胞免疫应答特性
Fig . 1 IFN-C-ELISPOT assay to characterize the
cellular immune response induced by P34 in BALBPc mice









的细胞占门内细胞的 0118% , CD3+ CD8+ IFN + 的细



















应用 MTT 的方法检测 P34-CFA 免疫小鼠脾细
胞经HEV 239或 P34肽刺激后的T 细胞增殖效应,
图 2 细胞内染色分析 P34 免疫小鼠脾细胞的特异性应答
Fig. 2  Intracellular staining assay to determine the
reactivity of P34 immunized splenocytes
A: st imulate with P34 peptide; B: stimulate with P18 pept ide.
结果(图 3)显示通过 MTT 的方法仍然能够检测出
P34-CFA免疫小鼠脾细胞在HEV 239或 P34肽刺激
下的特异性增殖反应。
图 3 MTT 法检测 P34-CFA免疫小鼠脾细胞特异性增殖效应
Fig. 3 The antigen specific proliferation reaction of
P34-CFA immunized mice splenocytes assayed by MTT method
/ * 0represent / P < 01050 ; / * * 0 represent / P < 01010 .
212  P34特异性 Th应答能够促进 P34载体蛋白的
免疫应答
以表位肽 P34或对照肽 P18初免 BALBPc鼠, 不
同浓度的 E2(包含 P34表位)或 PBS加强免疫,检测
P34初免对 E2诱导产生特异性抗体的影响。结果
表明,经过 P34初免, 5Lg E2免疫组即有 2只(每组
共5 只)小鼠于 E2免疫后第 2周产生特异性抗体
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表 1 肽初免对 E2免疫原性的影响





Number of mice w ith ant-i E2 IgG seroconversion
0 week 1 week 2 week 3week
5 Lg E2
P34 - - 2 2
P18 - - - -
10Lg E2
P34 - 4 4 5
P18 - - - -
20Lg E2
P34 - 3 4 5
P18 - - - -
3  讨论
外源蛋白进入机体后首先被树突状细胞( DC)、
巨噬细胞等抗原呈递细胞( APC)吞噬, 抗原在 APC






细胞同样的生化过程, 将抗原内包含的 Th 表位与
MHC Ò 分子复合物呈递于细胞表面。抗原特异的T
细胞与抗原特异的 B 细胞通过细胞表面 TCR 与










P34混合 CFA后免疫 BALBPc 鼠能在小鼠体内引起
强的Th1应答,并且该 Th细胞在体外体内均能识别
其载体蛋白。以 P34肽初免,可以明显促进动物对

























, 因此 E2与HEV 239可作为模式蛋白研究颗粒
蛋白和非颗粒蛋白免疫原性差异的机理。由于经过
P34肽初免,激活体内特异性Th细胞, 能够增强 E2
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